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論 文 内 容 要 旨
緒言
単子葉のモデル植物であり、農業上重要な作物で もあるイネのゲノム配列解
読が完 了した。農業上有用な遺伝子の単離 ・機能解明は、ポス トシークエンス
研究の重要な課題の一つである。 これまでに、 日本型一イン ド型品種問における
量的形質(QTL)解析がなされ、出穂期、病害抵抗性 、収量などに関わる遺伝子
がマップベースクローニングによ り単離されている。 しかし、日本型一イン ド型
品種間での形質評価が困難な農業形質に関わる遺伝子 の単離には、日本型品種
間での連鎖解析が望ましい。 ところが、 日本型品種間で利用できるDNAマー カ
ー は、十 分 に整備 されていな い。本研究では、 日本型イネ品種間のDNAマーカ
ーの作成(第 一章)、簡易DNA多型検 出技術 の開発(第 二章)及びそれ らを利用
したQ皿 解析(第 三章)を行った。
第一 章 日本型 品種 間のDNA多 型の探索 、
第一節PCR・RF・SSCP分析 による遺伝子領域内 のSNPs解析
一塩基多型(SNPs)はゲノム中に豊富に存在す るため、近縁種のDNAマーカ
ー として利用が可能である。また、遺伝子領域のSNPsは、遺伝子機能に影響を
及ぼす可能性がある。 したがって、日本型品種の遺伝子領域のSNPsを解析する
ことは、単 に多数のDNAマーカーの作成を可能にするだけではなく、遺伝子機
能を推定するうえで必要な情報 を得るための非常に有効な手段となる。
PCR-RF-SSCP分析 によ り、無作為 に選んだ1,710遺伝子断片のSNPs解析 を行
い、 日本 型品種間では平均83.3遺伝子で、イ ン ド型品種間では平均1022.7遺伝
子で、 日本型一イ ンド型品種間では平均1164.1遺伝子で多型を検出した(Figure1,
Table1)。ほとんどの遺伝子座で、遺伝子多型は品種の系譜に従って遺伝 してい
た(Figure2)。45遺伝子(50対立遺伝子)の塩基配列を解析 し、142個のSNPsと32
個の挿入 ・欠失変異(lndels)を同定 した(Table2)。完全長cDNA配列の情報か ら、
エキソ ンにDNA変異 を持つ28遺伝子 のうち、1個の対立遺伝子でフレームシフ
ト変異を、15個の対立遺伝子でミスセンス変異を見出した(Table3)。日本型品
種は、極めて少数の遺伝子変異を利用 して育成されてきたことが示唆された。
第二節 ゲ ノム情報 を利用 したA肌Pマ ーカーのPCRマ ーカーへ の変換
AFLP法はゲノム中のSNPsやIndelsを効率良く検出できる技術であるが、操作
が煩雑で あるため、多検体の分析には不向きである。解読されたイネゲノム配
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列情報を用いることで・全てのAFLPマー カー をPCRマー カー(SCARマー カー、
CAPSマー カー及 びPCR-RF-SSCPマーカー)に変換することが可能になる。
日本型品種を用いてAFLP分析 を行った。多型を検 出 したDNA断片の塩基配
列 を決定し、イネゲノム配列情報を用いることで、その塩基配列を挟み込むPCR
マーカーに変換 した(Figure3)。作成 したDNAマーカーによ り、高い効率で 日
本型品種間のDNA多型を検出できることを示 した(Table4)。さらにゲ ノミック
サザ ンプロット分析によ り、 日本型品種間に数百塩基対以上に渡る品種特異的
な配列が存在することを明 らかに した(Figure4)。
第二 章 簡 易DNA多 型検 出技術 の開発
第一節 ミス マ ツチ切断酵素 によるDNA多 型検 出
DNAのヘテロニ本鎖のミスマ ッチ部位をミスマッチ切断酵素で切断する方法
は、操作が簡便であるため、SNPs分析技術 として有用である。海外 では、ミス
マ ッチ切断酵素 を用いてEMS誘導突然変異体の逆遺伝学的な同定が進められて
いる。
既知のSNPsの検出を行ったところ、約2kbのDNA断片長を用いた解析 におい
て明瞭なバ ン ドを検出す ることができ、1:7以上1:15未満の混合DNAが多型検 出
限界であった。基準品種 とした 日本晴 と8品種の混合DNA、日本晴 と別の8品種
の混合DNA、及び 日本晴のゲ ノムDNAを試料とした。ミスマッチ切断酵素 によ
るSNPs解析の結果、複数の遺伝子で多型が検出されたため、多型 を示す品種 を
調査 した ところ、PCR-RF-SSCP分析の結果 と一致 した(Figure5)。本法 は操作
が簡易で安価であるため、多検体 を対象とす るSNPs分析に適 した技術である。
また、物理的変異原あるいは化学的変異原により誘発された点突然変異の逆遺
伝学的な同定にも応用が可能である。
第 二節 ドッ トプ ロッ ト分析 によるDNA多 型検出
第 一項hldelsの検 出
ドッ トプロッ ト分析 は、電気泳動の必要がないため、一度に多検体を扱う分
析 に適 した技術である。 しか しなが ら、 ドットプロッ ト分析には、品種特異的
なDNA断 片あるいは品種間で多型に富む遺伝子がプローブとして必要である。
本研究で明 らかになった品種特異的なDNA断 片は、 ドットプロッ ト分析 のプ
ローブとして有効である。
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種々の方法で葉か ら抽出したゲノムDNAを 試料 とした ドッ トプロット分析
で、特異的なシグナルを検出 した(Figure6a)。精米か ら抽 出 したゲノムDNA
を試料とした場合、シグナルは特異的であるものの、強度が不十分であったが、
PCR増幅することで十分な強度のシグナルを得た(Figure6b)。鎖長が50bp以
下の品種特異的なDNA配 列は、オ リゴヌクレオチ ドをプローブとした ドット
プロット分析によ り、検出が可能であった(Figure6c)。品種識別 も可能であり、
本研究で用いた31品種は、10マー カー の分析 で全て識 別で きた(Figure7)。日
本型品種とインド型品種間には多数のIndelsが存在するため、本法はそれらを
用いた連鎖解析や育種の際のDNAマ ーカーとして有用である。
第二項SNPsの 検 出
ゲ ノム中に豊富に存在するSNPsをDNAマーカー として利用す るため には、多
検 体を一度に扱える分析方法が望 ましい。マイクロア レイ分析 は、特殊な実験
装置が必要であり、一回の分析 も高価なため、多検体 の解析には適さない。 ド
ッ トプロット法によるSNPs分析技術は、多検体 を一度 に扱えるうえに、安価で
簡易に分析 を行える技術である。
5'末端を標識 した中央 にSNPsを持っオ リゴヌクレオチ ドをプローブとして用
いた。非特異的なシグナルの検 出を防ぐために、対立遺伝子のSNPsを持つ非標
識のオ リゴヌクレオチ ドを競合的にハイブリダイズさせた。競合 させるオリゴ
ヌク レオチ ドρ濃度は、プローブの濃度の2-10倍が最適であった(Figure8)。
品種識別 も可能であ り、本研究で用いた43品種 は、8マーカー の分析で全て識
別できた(Figure9)。野生型の肱 遺伝子を持っ ウルチ品種 と変異型の肱 一凋 遺
伝子を持つ低アミロース品種の交雑に由来す る育種系統の遺伝子型は、本法で
分析が可能であった(Figure10)。一度 に多検体 の遺伝子変異 を検出できるため、
従来のDNAマーカー育種 に比べて精度の高いDNA選抜育種 に貢献できる。
第三章 登熟期の高温ス トレス耐性に関するQTL解析
近年の夏の異常高温により引き起 こされる、白色未熟粒の増加に伴う玄米の
外観品質の低下が米の生産上問題となっている。玄米品質の低下の程度には品
種問差があるため、遺伝的な制御が可能であると考えられる。したがって、高
温ス トレス耐性遺伝子やその連鎖マーカーが同定されれば、マーカー選抜育種
により高温ス トレス耐性品種の育成の効率化が期待される。
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高温ス トレスが稔実率 と玄米 の外観品質に最も大きな影響を与えるステージ
を調査 した。その結果、稔実率は出穂中の、玄米の外観品質は出穂完了後5～10
日目の高温ス トレスにより最 も低下 した(Figure11)。そ して、出穂完了後5～10
日目の高温ス トレス処理によ り、高温ス トレス耐性品種である 「こころまち」
と感受性品種である 「東北168号」の玄米品質低下に関する品種 間差異を検出
した。 「東北168号/ころまち」の交雑に由来す る108個体 の組換 え自殖系統群
を、それぞれ開花後5-10日目に高温ス トレス処理 し、玄米の外観品質を調査 し
た。玄米の外観品質の低下は背 白米の発生率の差 として表れ、背白米の発生率
は 「東北168号」と 「こころまち」でそれぞれ21.3%、0.9%であり、組換え自殖
系統群内では0.0%から79.6%に分布 した(Figure12a)。102個のDNAマーカーを
用いたQTL解析よ り、背 白米の発生率に関するQTL,を、第1、6、11染色体にそ
れぞれ1ヶ所ずつ検出した(Table5)。この他に、組換え自殖系統群の出穂期、
一穂籾数及び草丈を評価 し、それぞれのQTLを検出した(Figure12b～d,Table5)。
日本型品種間の連鎖解析によ り、 これまで困難であった農業形質 に関わるQTL
の検 出が可能である ことを示 した。米の生産上重要であるが、形質評価が困難
な各種ス、トレス耐性、食味 ・品質、あるいは収量に関するQT:Lが、実際の育種
に利用される日本型品種を組み合わせた育種系統の連鎖解析によ り明らかにで
きると期待される。
結語
PCR-RF-SSCP分析 とAFLP分析によ り、日本型品種間で多型を示す多数のDNA
マーカーを作成 し、遺伝子領域の多型頻度 と品種に特異的な配列 を明らかにし
た。また、ミスマッチ切断酵素 と ドッ トプロッ ト分析 による多検体 の分析に適
した簡易DNA多型検出技術 を確立 した。これ らの技術を利用 した 日本型品種を
用いたQTL解析 によ り、登熟期の高温ス トレス耐性、草丈、出穂期及び一穂籾
数に関するQTLを検出 した。本研究 の成果か ら、日本型品種による連鎖解析と、
遺伝子変異そのものを選抜す る新 しい育種技術の可能性を示した。
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Figure3.DNApolymorphismofSCAR,CAPS,andPRS
markersbetween`Nipponbare'(N)and`Koshihikari'(Ks).
a:adominantSCARmarker;b:acodominantSCAR
marker,c:aCAPSmazker;d:aPRSmarker.M:DNA
mixtureof`Nipponbare'and`Koshihikari'(1:1)
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cultivarsidentifiedbyPCRmazkersderivedfromAFLP
analysis
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Fig皿e4.Southem-blotanalysisofthegenomicDNAof
`Nipponbaze'(N)and`Koshihikari'i(Ks)usingdominantSCAR
mad(ersanda`Kos1亘国(ari'一specificseq皿enceasprobes.
a:aprobeofadominantSCARmarkerfrom`Nipponbare'
(NK32)whichdetectedasingleDNAfragmentof`Nipponbaze'.
b:aprobeofadominantSCARmarkerfrom`Nipponbare'
(NKIl)whichdetectedmultipleDNAfragmentsintherice
genome.c:aprobeofa`Koshihikari'一specificsequence(NK66)
whichdetectedasingleDNAfragmentof`Koshihikari'.
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Figure7.Dot-blotanalysisof31ricecultivaisusingtheNK68probe.
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Figure6.Dot-blotanalysisofricegenomicDNAandPCR-amplified
DNA
a.Dot-blotanalysisofgenomicDNApreparedfromriceleavesbyDoyle
andDoyle(1990)(n,Dellaportaetal.(1983)(ln,andEdwardsetal.
(1991)(III).TheprobewasNK68.N:Nipponbare,K:Koshihikari
b.Dot-blotanalysisofgenomicDNApreparedfromricegrainsandPCR
productsamplifiedfromricegrainDNAwithspecificprimers.Theprobe
wasNK68.
c.Dot-blotanalysisusingoligonucleotideprobes.GenomicDNA
preparedfromriceleavesandPCRproductsamplifiedwiththeirspecific
primersweredot-blotted.Theprobeswere53813,513157,andC913A.
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Figure8.Effectofcompetitivehybridizationonbackgroundsignalsindot-
blot-SNPanalysis.
ThreegeneshavingSNPs,Wx,53813x,andS4655,wereanalyzedbydot
blottingwithorwithoutcompetitivehybridization.Twodotswereblotted
fo eachallel .Additionoftwo一,five一,andtenfoldamountsofcompetitive
oligonucleotidesreducedthebackgroundsignals,andclearallele-specific
signalsweredetected.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
イネのゲノムの全塩基配列が解読 され,そ の情報を利用 した実用的な成果が求められてお り,その
中で最も期待 されるのが解 明された遺伝子情報を利用 した有用品種の育成である。 しか し,育種の場
面で重視される農業特性に関わる遺伝子の解明はあまり進んでいない。このような遺伝子の解明には,
各品種の特性(品 種間差)を 決定 している遺伝子の解析がなされ る必要がある。本研究は,日本型イ
ネ品種間のDNA多型の探索 と簡易DNA多型検出技術の開発を行い,そ れを登熟期高温耐性のQTL
解析に利用 しようとしたものである。
作付け面積が大きい 日本型品種17,イン ド型品種3,陸稲品種1を 材料 とし,一塩基多型(SNP)
を効率良 く検出できるPCR-RF-SSCP法を用いて,約2kbの1710遺伝子断片の多型 を分析 し,日本
型品種間では平均83遺伝子で,日 印間では平均1164遺伝子で多型を検出した。日本型品種間で多型
が見 られた45遺伝子について塩基配列を決定 し,142のSNPを同定し,遺伝子機能に影響 しうる変
異を明らかにした。
AFLP法は2系統問の多数のDNA多型を検出する方法 として優れているが,操作が煩雑であるため,
多数試料の分析には適さない。ゲノム情報を利用す ることにより,AH.Pマーカー全てをPCRマー カー
(SCAR,、CAPS,及びPCR-RF-SSCPマーカー)に 変換できることを明らかにし,日本晴とコシヒカ
リ間で多型を検出できるPCRマー カーを多数作成 した。
SNP分析法はほぼ全ての遺伝的変異の検出を可能 とす ることか ら,DNA多型分析法 として期待さ
れているが,こ れまで開発 された方法の多 くは,経費がかかるあるいは操作が煩雑であったので,新
たな方法の開発を行った。イネの挿入配列の検出を,ド ッ トプロット法により多数の試料で一度 に分
析できることを見出 した。 この方法を改良し,SNPが検出できる方法を開発 した結果,供 試した 日本
型品種問の100のSNPを全て判別できた。この方法は,極 めて低 コス トで多数試料を扱えるため,育
種における個体の選抜に利用できることを示 した。
本研究で作成 した 日本型品種のDNA多型を検出できるSCAR,CAPS,PCR-RF-SSCP,及び NPマー
カーを利用 し,近年米の生産上大きな問題 となっている登熟期の高温障害に対 して耐性のQTL解析
を行った。登熟期高温障害感受性の品種 と登熟期高温耐性の品種,及 びその雑種後代を用い,高温ス
トレス処理を行い,障害によって生 じる背白米の率を調査 し,DNA多型分析を行って,高 温耐性に関
わるQTLを第6染 色体の 照 遺伝子の近傍に見出した。
以上のように本研究は,日本型イネ品種のDNA多型を多数同定 し,そ の簡易分析法を開発す るこ
とによって日本型品種の品種間差に関わるQTLを解析可能 とす るとともに,育 種現場で利用できる
SNP分析法を開発 し,将来のゲノム情報 を利用 した育種技術の発展に貢献したと考えられ ることから,
審査員一同は本論文は博士(農 学)の 学位を授与するに値する内容であると判定 した。
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